СОЗДАНИЕ КОНСТРУКЦИИ НА ОСНОВЕ ВЕКТОРА СЕРИИ РЕТ ДЛЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА КАПСИДНОГО БЕЛКА ВИРУСА ДИАРЕИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА В ШТАММАХ E. COLI by Кудин, К.В. et al.
75 
 
В.Е. Корытова // Международный научно–исследовательский журнал № 12 (54) 
Часть 1. – Екатеринбург, 2016. – С. 12–14. 
3. Красильников Н.А. Микроорганизмы почвы и высшие растения / Н.А. 
Красильников. – М.: Издательство АН СССР. – 1958. – 493 с. 
4. Наумова А.Н. Природа действия бактериальных удобрений (азотобакте-
рина, фосфобактерина) на сельскохозяйственные растения / А.Н. Наумова, Е.Н. 




СОЗДАНИЕ КОНСТРУКЦИИ НА ОСНОВЕ ВЕКТОРА  
СЕРИИ РЕТ ДЛЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА КАПСИДНОГО 
БЕЛКА ВИРУСА ДИАРЕИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА  
В ШТАММАХ E. COLI 
 
Кудин Кирилл Валерьевич, м.н.с. НИЛ биотехнологии, 
Сауткина Наталья Владимировна, ассистент,  
Адамонис Яна Викторовна, студент, 
Прокулевич Владимир Антонович, д.б.н., профессор, 
заведующий кафедрой микробиологии 
Белорусский государственный университет 
 
Введение. Вирусная диарея крупного рогатого скота  вызывается 
группой вирусов BVDV (Bovine Viral Diarrhoea Virus), относящихся к роду 
Pestivirus семейства Flaviviridae. Вирус BVDV связан с желудочно–
кишечными, респираторными и репродуктивными заболеваниями крупного 
рогатого скота, приводящими к значительным экономическим потерям в 
основном из–за снижения репродуктивных характеристик животных. Ви-
рион BVDV 2–го типа представляет собой нуклеокапсид с заключенной 
внутри одноцепочечной геномной РНК, окруженный липидной оболочкой 
со структурными вирусными гликопротеинами, из которых гликопротеин 
Е2 является иммунодоминантным антигеном. Фрагмент открытой рамки 
считывания генома BVDV, кодирующий белок Е2 внешней оболочки вири-
она, ранее был клонирован в векторе pUC18 и секвенирован [1]. Целью ра-
боты являлось переклонирование данного гена в вектор серии рЕТ для экс-
прессии белка Е2 в бактериальных клетках.  
Материалы и методы. Для создания экспрессионой конструкции 
открытую рамку считывания (ОРС), кодирующую белок Е2, переносили из 
промежуточного вектора pUC18–BVDV [1] в вектор pET–24b(+) (Novagen). 
Клонирование полученной рекомбинантной плазмиды проводили с исполь-
зованием стандартных методик [2] в клетках штамма E. coli XL–1 Blue. 
ПЦР и рестрикцию проводили согласно рекомендациям фирмы–
производителя используемых ферментов (Thermo Fisher Scientiﬁc Inc.), если 
не указано иное. Характеристики использованных в работе праймеров при-







Таблица – Характеристики использованных праймеров 
 







М13–F tgtaaaacgacggccagt 18 
– 50 
M13–R caggaaacagctatgacc 18 
BVDV–ORP–F gatatacatatgggcagcttccctgaatgcaaagag 36 NdeI 
62 
BVDV–Short–S–R gtggtgctcgagttagaacactgagaagtagtctttg 37 XhoI 
Примечание – сайты узнавания рестриктаз подчеркнуты, дополнительные 
нуклеотидные последовательности вектора pET–24b(+), примыкающие к сайтам 
рестрикции, выделены жирным шрифтом. 
 
Результаты и их обсуждение. Предварительный рестрикционный 
анализ вектора pUC18–BVDV осуществляли с использованием рестриктаз 
HindIII и EcoRI. Ожидаемый размер клонированной вставки составил 1442 
п.н. (рисунок 1А). Для проведения ПЦР–анализа применяли Taq–
полимеразу и универсальные праймеры М13–F и M13–R (таблица 1), ком-
плементарные области полилинкера вектора pUC18. Размер ожидаемого 
продукта ПЦР составил 1494 п.н. (рисунок 1Б). 
 
А: 1 – нативный вектор pUС18–BVDV; 2 – вектор pUС18–BVDV, обрабо-
танный рестриктазами HindIII и EcoRI; 3 – вектор pUС18–BVDV, обработанный 
рестриктазой EcoRI; Б: 1 – продукт амплификации с праймерами M13–F и M13–R 
и матрицей pUC18–BVDV; 2 – отрицательный контроль (без матричной ДНК); М 
– маркеры молекулярного веса ДНК SM 0333 (Thermo Fisher Scientiﬁc Inc.). 
 
Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов рестрикционного анализа 
(А) и ПЦР–анализа (Б) вектора pUС18–BVDV 
 
Амплификацию фрагмента ОРС генома BVDV проводили методом 
ПЦР с использованием Pfu–полимеразы и праймеров BVDV–ORP–F и 
BVDV–Short–S–R (таблица 1). При проведении амплификации с теоретиче-
ски рассчитанными параметрами фрагмент ДНК накапливался неэффек-
тивно. При оптимизации температуры отжига праймеров было установле-
но, что наибольший выход целевого ампликона при минимальном уровне 







размер продукта амплификации составляет 1053 п.н. (рисунок 2). Дополни-
тельно для повышения специфичности и эффективности реакции использо-
вали «горячий старт», а также увеличенное время элонгации цепи (2 мин 30 
сек при 72 °C).  
Полученный ампликон очищали, лигировали с вектором pET–24b(+) 
по сайтам рестрикции NdeI и XhoI и трансформировали им клетки штамма 
E. coli XL–1Blue. Полученные клоны трансформантов проверяли на нали-
чие вставки в рекомбинантном векторе ПЦР–анализом с использованием 
праймеров BVDV–ORP–F и BVDV–Short–S–R (рисунок 3А). Векторную 
ДНК, выделенную из положительных клонов, проверяли рестрикционным 
анализом ферментами NdeI и XhoI (рисунок 3Б).  
 
М – маркер молекулярного веса ДНК SM 0333 (Thermo Fisher Scientiﬁc 
Inc.); 1–6 – продукты амплификации матрицы при температурах 46, 50, 54, 58, 62 
и 66 °С соответственно; 7 – отрицательный контроль (без матричной ДНК). 
 
Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов оптимизации амплифика-
ции фрагмента ОРС генома BVDV 
 
 
А: 1 – отрицательный клон; 2, 3, 4 – положительные клоны; 5 – отрица-
тельный контроль (без матричной ДНК); 6 – положительный контроль (вектор 
pUС18–BVDV); 7 – отрицательный контроль (клетки штамма E. coli XL–1 Blue 
без плазмиды); 8 – вектор pET–24b(+) (отрицательный контроль), Б: 1, 2, 3 – век-
тор pET–BVDV, выделенный из трех положительных клонов и обработанный ре-
стриктазами NdeI и XhoI; 4 – отрицательный контроль (вектор pET–24b(+), обра-
ботанный рестриктазами NdeI и XhoI); М – маркер молекулярного веса SM 0333 
(Thermo Fisher Scientiﬁc Inc.). 
Рисунок 3 – Электрофореграмма продуктов ПЦР–анализа (А) и ре-







Таким образом, в клетках штамма E. coli XL–1Blue в составе вектора 
pET–24b(+) была клонирована последовательность ОРС, кодирующая кап-
сидный белок Е2 вируса BVDV 2–го типа. 
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Введение. Синдром послеотъемного мультисистемного истощения и 
другие ассоциированные с цирковирусом свиней типа 2 (ЦВС–2) заболева-
ния поросят являются существенным фактором экономического неблагопо-
лучия свиноводческого производства, который на сегодняшний день в зна-
чительной степени удается контролировать за счет поголовной вакцинации 
молодняка. Наряду с инфекционными заболеваниями для решения сопут-
ствующих проблем роста, развития и продуктивности животных применя-
ется огромное количество вспомогательных препаратов, совокупное и од-
новременное действие которых на организм животного невозможно пред-
сказать и требует проведения специальных исследований. Одним из группы 
препаратов комплексного действия является «Биферон–С», который пред-
ставляет собой смесь рекомбинантных видоспецифичных цитокинов, обла-
дающих противовирусным и антибактериальным действием широкого 
спектра [1]. Целью данной работы является изучение влияния препарата 
«Биферон–С» на рост и развитие поросят, а также на их иммунизацию к 
ЦВС–2. 
Материалы и методы. Испытания препарата «Биферон–С» прово-
дили на базе СПК «Агрокомбинат «Снов» Несвижского района Минской 
области. Новорожденных поросят разделили на 2 экспериментальные груп-
пы – контрольную (259 голов) и опытную (79 голов). Поросятам опытной 
группы вводили препарат «Биферон–С» согласно инструкции дважды в 
объеме 1 см3 – в возрасте 1 день и 21 день (одновременно с вакцинацией к 
ЦВС–2). Плановую вакцинацию к ЦВС–2 проводили поросятам обеих 
групп в возрасте 21 день импортной вакциной Porcilis® PCV (Intervet UK 
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